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Аннотация. Особенности фотостимулированной адсорбции ферментов на полупроводниковую подложку, приводящие к различному
изменению чувствительности к глюкозе и перекиси водорода, были изучены на примере ферментов глюкозооксидаза и пероксидаза
хрена. Анализ результатов адсорбции ферментов проводился с учетом фотоэлектронных процессов в полупроводниковых подлож-
ках n-Si и p-Si. Увеличение чувствительности к аналиту от применения фотостимулированной адсорбции обнаружено для структур,
полученных на основе n-Si независимо от вида иммобилизованного фермента Показано, что для молекул глюкозооксидазы эффект
фотостимуляции достигает 200%, а для молекул пероксидазы хрена не превышает 30%. Эффект от применения фотостимулирован-
ной адсорбции объяснен перезарядкой поверхностных электронных состояний на границе Si/SiO2 при освещении и формированием
наведенных диполей, объединяющих заряд молекулы фермента и противоположный заряд границы раздела в Si/SiO2 после выключе-
ния освещения. Проведенные исследования могут быть применены при разработке емкостного биосенсора, работающего на полевом
эффекте, поскольку учет изменения зарядового состояния иммобилизуемого фермента и поверхности полупроводникового преобразо-
вателя сигнала позволяет в ряде случаев существенно повысить чувствительность биосенсора.
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Abstract. Background and Objectives: Features of photostimulated adsorption of enzymes on a semiconductor substrate, leading to different
changes in the sensitivity to glucose and hydrogen peroxide, were studied using the enzymes glucose oxidase and horseradish peroxidase as an
example.Materials and Methods: Enzyme molecules were deposited on n-Si and p-Si substrates by photostimulated layer-by-layer adsorption
from solution. Glucose oxidase and horseradish peroxidase were used as enzymes. The resulting structures were mounted in an electrochemical
cell to measure the capacitance-voltage characteristics of the electrolyte-insulator-semiconductor contact, which were then used to determine
the sensitivity of the sensor structures to glucose and hydrogen peroxide. Results: The results were analyzed taking into account photoelectronic
processes in n-Si and p-Si semiconductor substrates. An increase in the sensitivity to the analyte from the use of photostimulated adsorption has
been found for the structures obtained on the basis of n-Si, regardless of the type of immobilized enzyme. But for glucose oxidase molecules,
the effect of photostimulation reaches 200%, and for horseradish peroxidase molecules it does not exceed 30%. The effect of photostimulated
adsorption is explained by the charge exchange of surface electronic states at the Si/SiO2 interface upon illumination and the formation of
induced dipoles that combine the charge of the enzymemolecule and the opposite charge of the Si/SiO2 interface after the illumination is turned
off. Conclusion: The conducted studies can be applied in the development of a capacitive biosensor operating on the field effect, since taking
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into account the change in the charge state of the immobilized enzyme and the surface of the semiconductor signal converter makes it possible
in some cases to significantly increase the sensitivity of the biosensor.
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Введение

Ранее нами были успешно осуществлены
серии экспериментов по фотостимулированно-
му осаждению на фоточувствительную полу-
проводниковую подложку молекул высокомо-
лекулярных полиэлектролитов из их водных
растворов [1, 2]. Было установлено влияние
типа проводимости полупроводниковой подлож-
ки [3] на эффективность и результативность
фотостимуляции процесса адсорбции полиэлек-
тролитных молекул. Были получены достаточно
нетривиальные результаты, показывающие вли-
яние облучения подложки светом с длинами
волн из области чувствительности полупровод-
ника во время адсорбции на неё полиэлектролита
на толщину и плотность получаемого покрытия
[1, 4]. С использованием теоретических выкла-
док авторов статей [5, 6] была построена модель
изменения электростатического взаимодействия
полиэлектролитных молекул с заряженной по-
верхностью фоточувствительной подложки, эф-
фективный заряд которой изменялся под дей-
ствием облучения. Было показано, что частично
изменение свойств полиэлектролитного адсор-
бированного покрытия обусловлено изменением
конформации полиэлектролитных молекул при
осаждении на полупроводниковую подложку, по-
верхностный потенциал которой изменяется при
освещении [1].

Поскольку конструкции «полупроводнико-
вая подложка – органическое покрытие» явля-
ются основой для создания биодатчиков, рабо-
тающих на полевом эффекте, то следующим
логичным шагом научного исследования была
адаптация разработанного технологического ал-
горитма фотостимулированной адсорбции (ФСА)
полиэлектролитных молекул для осаждения фер-
ментов. При проведении исследований с фер-
ментом глюкозооксидаза были подтверждены ос-
новные закономерности ФСА полиэлектролитов
на полупроводниковую подложку [7, 8]. Оче-
видно, что при адсорбции на твердую подлож-
ку изменение конформации молекулы фермента
и способ её закрепления может привести как

к положительному эффекту, ведущему к повы-
шению чувствительности биодатчика, так и к
отрицательному эффекту из-за уменьшения био-
каталитической активности фермента. Это связа-
но с особенностями строения молекул фермента
и распределением отрицательного и положитель-
ного заряда по объему молекулы в зависимости
от типа функциональных групп. Ввиду большо-
го разнообразия в строении молекул фермен-
тов становится очевидно, что предпосылками
для создания теоретического прогнозирования
результатов ФСА ферментов на полупроводнико-
вую подложку может быть только установление
эмпирических закономерностей, определяющих
процессы самоорганизации молекул различных
типов ферментов в процессе их иммобилизации
на подложку, а также исследование в процес-
се ФСА адаптивных изменений поверхностного
потенциала молекул фермента. Для сравнения
воздействия освещения на результаты адсорбции
и каталитическую чувствительность биодатчи-
ков были выбраны два типа молекул ферментов –
глюкозооксидаза и пероксидаза хрена, имеющие
широкие сферы применения, в том числе и в био-
сенсорике [9, 10]. Глюкозооксидаза используется
для идентификации и количественного анализа
свободной глюкозы, а пероксидаза хрена явля-
ется окислительно-восстановительным фермен-
том, используемым при разработке биосенсоров
для определения H2O2.

Таким образом, целью данного исследования
стал сравнительный анализ эффективности и ре-
зультативности ФСА молекул ферментов глюко-
зооксидазы и пероксидазы хрена на чувствитель-
ность структур «полупроводник – ферментное
покрытие» к глюкозе и перекиси водорода соот-
ветственно.

1. Материалы иметоды

1.1. Характеристики ферментов

Для анализа особенностей результатов ФСА
ферментов необходимо хорошо представлять раз-
личия в строении и заряде выбранных для
исследования ферментов. При выборе в первую
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очередь обращалось внимание на доступность
и широкое применение ферментов для практи-
ческих и научных целей [11, 12], а также на то,
чтобы анализируемые ферменты имели различ-
ные по знаку эффективные заряды в рабочем
диапазоне pH и существенно различались натив-
ной конформацией молекул и геометрическими
параметрами.

Глюкозооксидаза. Фермент глюкозооксида-
за (GOx) широко применяется в пищевой и меди-
цинской отраслях, с использованием глюкозоок-
сидазы создается огромное количество разнооб-
разных по конструкции биосенсоров. Кроме того,
поскольку глюкозооксидаза достаточно хорошо
изучена, то при разработке новых конструкций
ферментных биосенсоров или новых способов
иммобилизации ферментов глюкозооксидазу ча-
сто используют в исследовательских целях в ка-
честве модельного объекта [10, 12].

Глюкозооксидаза – это димер, молекула ко-
торого имеет эллиптическую форму, состоит
из двух одинаковых субъединиц с молекулярной
массой 80 кДа. В наших экспериментах исполь-
зовалась глюкозооксидаза из Aspergillus niger
(Sigma Aldrich) с молекулярной массой 160 кДа
(рис. 1, а, б). Размеры такой молекулы в нативном
состоянии, по данным работ [13, 14], составляют
6.0 нм × 5.2 нм × 7.7 нм. В водном растворе мо-
лекулыGOx имеют эффективный отрицательный
заряд и являются анионами – изоэлектрическая
точка находится при рН = 4.2, что подтвержде-

но многими авторами и нашими исследованиями
дзета-потенциала [15].

В соответствии с [14] большая часть по-
верхности GOx имеет отрицательный потенциал,
однако распределение заряда по её поверхно-
сти неоднородно, и существуют положительные
потенциальные области (участки с номерами 1–
6 на рис. 1, б), состоящие из положительно
заряженных остатков. Предполагается, что, бла-
годаря наличию положительных потенциальных
областей и их сосредоточению на одной стороне
молекулыGOx, уменьшается электростатическое
отталкивание между отрицательно заряженной
полупроводниковой поверхностью и молекулами
фермента, в целом имеющим преобладание от-
рицательного заряда. Тем самым обеспечивается
благоприятная c точки зрения биокатализа ад-
сорбция молекул GOx положительно заряженной
стороной на отрицательно заряженную поверх-
ность полупроводника [14].

Пероксидаза хрена. Пероксидаза хрена
(англ. Horse radish peroxidase – HRP), как бы-
ло указано выше, используется при разработке
биосенсоров для определения H2O2, а также
органических пероксидов, молекул алкоголя
и для определения некоторых биомолекул, та-
ких как различные виды аминокислот и глюкозы.
Идентификация указанных молекул происходит
путем совместной иммобилизации молекул со-
ответствующей оксидазы и HRP на поверхности
электрода [17]. Накопленные данные позволили
эффективно использовать этот фермент при со-

а/а б/b в/c

Рис. 1. Структура молекулы GOx (а), распределение положительно заряженных участков (+) на поверхности молекулы
глюкозооксидазы (б) [14], структура молекулы пероксидазы хрена (в) – разные цвета обозначают различные изофер-

менты молекулы пероксидазы хрена [16] (цвет онлайн)
Fig. 1. Structure of the GOx molecule (а), distribution of positively charged sections (+) on the GOx surface (b) [14],
structure of the horseradish peroxidase molecule (c) – different colors denote different isoenzymes of the horseradish peroxidase

molecule [16] (color online)
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здании иммунологических тестов, биосенсоров,
маркеров для гистологических исследований,
в генной терапии и органическом синтезе [16,
18, 19].

Наш выбор этого фермента основан на су-
щественных отличиях его характеристик от GOx,
среди которых можно выделить относительно
малые размеры молекул и повышенную амфотер-
ность. Так, молекулярная масса HRP составляет
44 кДа, из которой 20% уходит на углеводород-
ную часть (рис. 1, в). Геометрические размеры
составляют 3.6 нм × 6.2 нм × 4.2 нм, гидроди-
намический радиус не превышает 8 нм [16].

Необходимо отметить, что амфотерность мо-
лекул HRP привела к тому, что существующие
данные об электрохимических свойствах этого
фермента разнятся. Так, из статьи [16] следует,
что молекулы HRP имеют положительный дзета-
потенциал в водных растворах с низкой ион-
ной силой при pH ⩽ 4, который быстро падает,
пересекает 0 мВ между pH 4.2 и 4.5 и стано-
вится отрицательным при pH ⩾ 5. Авторы [20]
провели достаточно масштабное исследование,
в результате которого сделали вывод, что поверх-
ностные зарядымолекулHRP и электрода играют
доминирующую роль в иммобилизации и в
эффективности каталитических процессов с уча-
стием этого фермента. При этом они отмечают,
что нативная форма HRP считается катионной
с изоэлектрической точкой при pH = 8.8 [20].
Авторы [21] подчеркивают, что при изучении
электрохимических и электрофизических харак-
теристик фермента HRP необходимо учитывать,
что это сложная молекула, состоящая из различ-
ных структурных элементов. В статье говорится,
что молекула HRP состоит более чем из двадца-
ти изоферментов с изоэлектрическими точками
в диапазоне от 3.5 до 9 pH, причем изоферменты,
в наибольшей мере отвечающие за каталитиче-
скую активность, обладают изоэлектрическими
точками в диапазоне pH от 5.5 до 7.6. То есть при
изменении pH изоферменты не одновременно
изменяют знак заряда, и при разных pH вслед-
ствие этого обстоятельства электрохимические,
электрофизические и сенсорные характеристики
фермента HRP могут различаться. В результа-
те экспериментов по химической модификации
HRP авторы статьи [21] сделали вывод, что для
немодифицированной молекулы HRP изоэлек-
трическая точка находится в диапазоне от 7.35
до 7.55 pH.

Знак заряда и его распределение по по-
верхности молекулы фермента имеют важное

значение в наших исследованиях, поскольку
определяют не только эффективность ФСА, но и
каталитическую активность иммобилизованного
фермента, влияющую на чувствительность био-
сенсора.

1.2. Протокол получения гибридных
ферментных структур на основе кремния

Для проведения экспериментов по ФСА
ферментов и определению влияния этого мето-
да на сенсорные характеристики ферментных
биодатчиков были созданы гибридные структу-
ры на основе монокристаллического кремния.
Пластины Si (Silchem Handelsgesllschaft mbH,
Германия) n- и p-типа использовались в каче-
стве полупроводникового преобразователя сиг-
нала. Перед нанесением фермента пластины Si
обрабатывались в перекисно-аммиачном раство-
ре в течение 10 мин при температуре 75°C, что
приводило к частичному стравливанию и доокис-
лению слоя естественного окисла до SiO2, при
этом на поверхности SiO2 происходит активация
отрицательно заряженных в воде при pH > 3
ОН− групп [22]. Толщина слоя SiO2 на подго-
товленных кремниевых пластинах была оценена
с помощью эллипсометрии и составила 19 ± 1 Å.

Адсорбция молекул GOx проводилась
из водного раствора с концентрацией 0.1 мг/мл
в течение 10 мин. Затем образцы промывались
в деионизированной воде и сушились в потоке
сухого воздуха для удаления незакрепленных
молекул. Адсорбция молекул HRP проводилась
так же, но из водного раствора концентрацией
0.5 мг/мл ввиду их плохой визуализации на под-
ложке при меньших концентрациях.

Во время адсорбции молекул ферментов
часть образцов освещалась светом из области
поглощения Si. С этой целью использовался
волоконный осветитель с галогенной лампой.
Освещённость в центре светового пятна была
примерно 20000 лк.

1.3. Методы и режимы исследования

Качество обработки подложек, однород-
ность нанесения фермента контролировались
с помощью зондовой нанолаборатории
«NTEGRA-Spectra» (NT-MDT Spectrum
Instruments, Россия). С этой целью отслежи-
валась морфология поверхности исследуемых
образцов методом атомно-силовой микроско-
пии (АСМ) и контактная разность потенциалов
между зондом и поверхностью методом ска-
нирующей зондовой микроскопии Кельвина
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(СЗМК). Сканирование осуществлялось с помо-
щью кантилеверов HA_NC/W2C с проводящим
слоем W2C. Радиус кривизны этих зондов менее
35 нм, что обеспечивает высокую точность ска-
нирования. Для анализа данных использовалось
программное обеспечение Gwyddion 2.63.

Измерение вольт-фарадных характеристик
(ВФХ) проводилось при помощи анализатора
полупроводниковых приборов Agilent B1500a
(Agilent Technologies, США) Измерения прово-
дились по методике, частично представленной
в [23] и адаптированной нами для учета зна-
ка заряда молекул HRP и GOx, адсорбируемых
из водного раствора с рН = 7.05 на кремниевые
подложки. Измерение ВФХ проходило на этапе
исследования сенсорных свойств на частотах пе-
ременного напряжения 1–10 кГц с амплитудой
20 мВ в диапазоне постоянных смещений ±1 В.

Исследование сенсорных свойств гибрид-
ных структур «Si/SiO2/слой фермента GOx или
HRP» проводилось в электрохимической ячейке
(рис. 2), позволяющей измерять ВФХ в растворе
аналита (соответственно, глюкозы или перекиси
водорода). Для определения влияния освеще-
ния на чувствительность структуры Si/SiO2/GOx
были подготовлены растворы с рН=7.05 (концен-
трация буфера 0.2 мМ) и различными концентра-
циями глюкозы: 1, 5 и 10 мМ. Аналогично для
структуры Si/SiO2/HRP были подготовлены рас-
творы с рН = 7.05 и концентрациями перекиси
водорода от 1 до 10 мМ. Во время измерений под-
держивалась температура 22 ± 1°С.

Рис. 2. Схематичное изображение электрохимической
ячейки (цвет онлайн)

Fig. 2. Schematic representation of an electrochemical cell
(color online)

Лицевая поверхность кремниевой структуры
была герметизирована уплотнительным коль-
цом и контактировала с электролитом, в ко-
торый погружался Ag/AgCl-электрод сравнения.
На тыльную сторону кремниевой пластины пред-
варительно напыляли металлический контакт,

который был изолирован от раствора и кон-
тактировал только с позолоченным штекером
электрохимической ячейки.

Предварительно проводилась градуировка
структуры Si/SiO2, для чего она погружалась
в ацетатный или калий-фосфатный буферный
раствор концентрацией 0.1 М и разными значе-
ниями pH. Диапазон pH составил 3.8–7.5. Также
для увеличения ионной силы раствора добавляли
NaCl в концентрации 0.15 M. ВФХ измерялись
при разных значениях рН, причем после каждо-
го измерения область затвора датчика промывали
деионизированной водой.

Чувствительность к глюкозе и перекиси во-
дорода полученных сенсорных структур изучали
также с помощью измерений ВФХ по измене-
нию значений потенциала плоских зон и сдвигу
ВФХ вдоль оси напряжений Для этого в ячей-
ку помещали соответствующий раствор аналита
и измеряли ВФХ системы электролит – образец.
После каждого измерения область затвора датчи-
ка промывали буферным раствором.

Протекание ферментативной реакции при-
водит к изменению рН раствора, по которому
можно судить о концентрации аналита в растворе.
Поскольку изменение рН – это изменение концен-
трации катионов водорода в растворе, в первую
очередь вблизи поверхности сенсорной структу-
ры, то происходит сдвиг ВФХ из-за изменения
потенциала поверхности. Уменьшение значений
ёмкости на участке обогащения ВФХ, сопровож-
дающее сдвиг ВФХ, обусловлено дополнитель-
ной последовательно включенной емкостью слоя
молекул фермента. Таким образом, параметры
ферментного слоя (толщина, плотность, проводи-
мость), меняющиеся при ФСА, будут изменять
вид ВФХ исследуемой структуры, помещенной
в раствор электролита, что, в свою очередь, отра-
зится на чувствительности биосенсора к аналиту
[24, 25].

2. Результаты измерений и их обсуждение

2.1. Исследование влияния освещения
и типа проводимости подложки
на адсорбцию глюкозооксидазы

Результаты измерений поверхности структур
Si/SiO2/ПЭИ/GOx в режиме атомно-силовой мик-
роскопии (АСМ) показаны на рис. 3.

С учетом известных параметров молекулы
GOx и ограничений метода измерения [26, 27]
из анализа АСМ-изображений на рис. 3 были
получены значения поверхностной плотности ад-
сорбированных молекул GOx и их изменение
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а/а б/b в/c г/d

Рис. 3. АСМ-изображения поверхности n-Si (а, б) и p-Si (в, г) после нанесения GOx в темноте (а, в) и при освещении (б, г)
(цвет онлайн)

Fig. 3. AFM images of n-Si (a, b) and p-Si (c, d) surfaces after GOx deposition in the dark (a, c) and under illumination (b, d)
(color online)

от освещенности во время адсорбции. Результаты
анализа представлены на рис. 4, а, из которого
следует, что влияние освещения на адсорбцию
GOx более высокое при использовании в каче-
стве подложки n-Si, причем в этом случае при-
рост числа адсорбированных молекул фермента
положительный, а в случае p-Si – отрицательный.

Изменение поверхностного потенциала ∆ϕ
пропорционально числу адсорбированных моле-
кул GOx, заряженных в растворе отрицательно.
Как следует из рис. 4, б, освещение кремниевой
структуры в процессе нанесения GOx приводит
к изменению ∆ϕ относительно «темнового» ре-
жима, причем характер изменения потенциала
зависит от типа проводимости Si. Из рис. 4, б сле-
дует, что с увеличением освещенности в случае
использования пластины p-Si ∆ϕ уменьшается
по сравнению с «темновым режимом» адсорбции

в 2–2.5 раза, а в случае n-Si происходит увеличе-
ние ∆ϕ в 10–12 раз, что, в свою очередь, означает
уменьшение и увеличение поверхностной плот-
ностиGOx при освещении кремниевой подложки
в процессе адсорбции. Эти данные коррелиру-
ют с анализом АСМ-изображений, показанными
на рис. 3.

Объяснить эти результаты возможно, учи-
тывая влияние освещения и адсорбции заряжен-
ных молекул фермента на параметры области
пространственного заряда (ОПЗ) и перезарядку
поверхностных электронных состояний (ПЭС)
на границе Si/SiO2 До облучения и адсорбции
заряд ОПЗ равен по модулю и противоположен
по знаку заряду ПЭС. Знак заряда ПЭС на гра-
нице раздела соответствует знаку основных
носителей заряда в полупроводнике. Электро-
статическое отталкивание будет препятствовать

а/а б/b

Рис. 4. Изменение поверхностной плотности молекул GOx (а) и поверхностного потенциала (б) при разных освещен-
ностях подложки в процессе нанесения GOx

Fig. 4. Changes in the surface density of GOx molecules (a) and the surface potential (b) at different substrate illumination
levels during GOx deposition
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молекулам анионного полиэлектролита GOx ад-
сорбироваться на поверхности n-Si в темноте.
При освещении светом из области поглощения
Si заряд поверхностных электронных состояний
на границе раздела Si/SiO2 уменьшается и может
стать равным нулю. Адсорбированные к этому
моменту анионы GOx могут привести к переза-
рядке ПЭС до положительных значений за счет
дрейфа электронов в глубь полупроводника в по-
ле анионов GOx.

В случае p-Si электростатическое взаимо-
действие уже при «темновой» адсорбции способ-
ствует прикреплению молекул GOx на поверх-
ности полупроводниковой подложки. Освещение
в этом случае приводит к уменьшению эф-
фективного положительного заряда структуры
p-Si/SiO2, что уменьшает количество адсорби-
рованных полианионных молекул GOx по срав-
нению с темновым нанесением. Причем ис-
пользование в качестве подложки p-Si приводит

к меньшему относительному изменению плот-
ности иммобилизованных молекул GOx, чем
в случае n-Si, но абсолютная разница иммоби-
лизованных молекул GOx при высоких уровнях
освещенности примерно выравнивается.

2.2. Исследование влияния освещения и типа
проводимости подложки на адсорбцию
пероксидазы хрена

Результаты измерений поверхности структур
Si/SiO2/HRP в режиме АСМ показаны на рис. 5.

По величине изменения средней высоты
неровностей на сканах, представленных на рис. 5,
и шероховатости можно судить об успешности
иммобилизации молекул HRP (рис. 6, а). Нане-
сение органических молекул приводит к увели-
чению средней высоты неровностей (H). Изме-
нение шероховатости зависит как от количества
адсорбировавших частиц, так и от однородности
(равномерности) поверхностного слоя. Из анали-

а/а б/b в/c г/d

Рис. 5. АСМ-изображения поверхности n-Si (а, б) и p-Si (в, г) после нанесения HRP в темноте (а, в) и при освещении (б, г)
(цвет онлайн)

Fig. 5. AFM images of n-Si (a, b) and p-Si (c, d) surfaces after HRP deposition in the dark (a, c) and under illumination (b, d)
(color online)

а/а б/b
Рис. 6. Средняя высота неровностей (а) и поверхностный потенциал (б), наблюдаемые после темнового (1) и светово-

го (2) нанесения HRP на подложки n-Si и p-Si из водного раствора (цвет онлайн)
Fig. 6. Average irregularity height (a) and surface potential (b) observed after deposition of HRP on n-Si and p-Si substrates

from an aqueous solution in the dark (1) and under illumination (2) (color online)
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за изображений на рис. 5 и диаграммы на рис. 6, а
следует, что эффективна ФСА была только в слу-
чае использования структуры на основе n-Si

По распределению поверхностного потен-
циала (рис. 6, б) можно сказать, что нанесение
молекул фермента HRP на поверхность Si при-
водит к увеличению поверхностного потенциала
в случае темнового нанесения фермента. При
этом ФСА HRP в зависимости от проводимости
подложки (электронной или дырочной) приводит
к противоположным изменениям поверхностно-
го потенциала: для случая Si с электронной
проводимостью потенциал поверхности после
нанесения HRP увеличивается, а для случая Si
с дырочной проводимостью – уменьшается. Этот
результат был неоднократно воспроизведен и это
позволяет утверждать, что эффективный заряд
молекул HRP в растворе очень чувствителен к из-

менениям рН вблизи освещаемой поверхности
полупроводниковой подложки. Кроме того, со-
поставимое количество структурных элементов
молекулы HRP, имеющих противоположный за-
ряд, приводит к тому, что нейтрализуется либо
положительный, либо отрицательный заряд мо-
лекулHRP в зависимости от эффективного заряда
поверхности кремниевой структуры.

2.3. Исследование сенсорных свойств

На рис. 7 показаны типичные ВФХ сенсор-
ных структур, на которые молекулы ферментов
наносили в темноте и при освещении подложек
p-Si (рис. 7, а, в) и n-Si (рис. 7, б, г). С ро-
стом концентрации глюкозы в растворе кривые
ВФХ смещаются вдоль оси напряжений в направ-
лении отрицательных значений вне зависимости
от типа проводимости Si. Это связано с ростом

а/а б/b

в/c г/d

Рис. 7. Типичные ВФХ сенсорных структур на основе p-Si (а, в) и n-Si (б, г), измеренные в растворах аналита (глюкозы
(а, б) или перекиси водорода (в, г)) с различными концентрациями от 1 до 10 мМ (цвет онлайн)

Fig. 7. Typical C-V characteristics of sensor structures based on p-Si (a, c) and n-Si (b, d), measured in analyte solutions (glucose
(a, b) or hydrogen peroxide (c, d)) at various concentrations from 1 to10 mM (color online)
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концентрации катионов H+ в растворе вблизи
поверхности сенсорной структуры вследствие
ферментативной реакции окисления глюкозы.

Ионы H+ приводят к изменению потен-
циала поверхности гибридной структуры, что
отражается на значениях измеряемой емкости.
Величина сдвига ВФХ, произошедшая вслед-
ствие ферментативной реакции, характеризует
чувствительность биосенсора к аналиту.

При градуировке получено, что чувствитель-
ность к pH сенсорных структур на основе Si
дырочной проводимости составляет 52.07 мВ/pH.
Чувствительность к pH у подложек n-Si ниже,
чем у p-Si, и не превышает значения 34.8 мВ/pH.

При погружении сенсорной структуры непо-
средственно в раствор глюкозы чувствитель-
ность составила 1.9 мВ/мМ для структуры
на основе n-Si, а в случае фотостимулированной
адсорбции GOx чувствительность к аналиту до-
стигла значения 5.8 мВ/мМ. Для структуры на p-
Si без использования ФСА в процессе её созда-
ния чувствительность к глюкозе была 2.9 мВ/мМ,
а для аналогичной структуры, полученной при
освещении во время адсорбции GOx, чувстви-
тельность уменьшилась до 2.2 мВ/мМ.

Эти данные хорошо согласуются с резуль-
татами анализа АСМ и СЗМК изображений (см.
рис. 3, 4). Эффект ФСА объяснен перезарядкой
поверхностных электронных состояний на грани-
це Si/SiO2 при освещении, которая различна для
структур с разным типом проводимости. Захват
неравновесных электронов (неосновных носите-
лей заряда в p-Si) на поверхностные состояния
границы раздела Si/SiO2 при освещении приво-
дит к увеличению эффективного отрицательного
заряда на поверхности сенсорной структуры
и увеличивает электростатическое отталкивание
от неё анионов GOx, ухудшая тем самым усло-
вия иммобилизации фермента. Для структуры
на основе n-Si ситуация противоположная –
наблюдается увеличение количества адсорбиро-
ванных молекул GOx на полупроводниковой
подложке при ФСА благодаря усилению электро-
статического притяжения между поверхностью
и адсорбируемыми молекулами. Сохранению эф-
фекта от ФСА после выключения освещения спо-
собствует формирование наведенных диполей,
объединяющих заряд GOx и противоположный
заряд границы раздела Si/SiO2

При добавлении раствора H2O2 на поверх-
ность структуры «p-Si-SiO2-HRP» ВФХ сдвига-
ется вправо по оси напряжений. Это связано
с появлением активного кислорода O−, который

образуется в результате ферментативной реак-
ции разложения перекиси водорода При этом
можно отметить, что для структур на основе
n-Si ВФХ при увеличении концентрации H2O2

в большинстве случаев сдвигается влево, либо
не меняется, что, возможно, вызвано окислени-
ем функциональных групп на поверхности n-
Si, либо низкой концентрацией образовавшегося
кислорода. Чувствительность к H2O2 составляет
1.3 мВ/мМ для p-Si и 2.9 мВ/мМ для n-Si, а в
случае фотостимулированной адсорбции HRP –
17 мВ/мМ и 2.8 мВ/мМ соответственно. Изме-
нения чувствительности структуры Si/SiO2/HRP
к H2O2 при использовании ФСА менее однознач-
ны, чем в случае глюкозы с глюкозооксидазой,
что объясняется амфотерностью молекул HRP.
Тем не менее, очевидно, что увеличение плот-
ности иммобилизованного фермента HRP при
ФСА коррелирует с увеличением чувствительно-
сти к аналиту.

Заключение

Таким образом, изменение чувствительно-
сти сенсорных структур в случае фотостимуля-
ции структуры Si/SiO2 при осаждении ферментов
происходит пропорционально изменению плот-
ности адсорбированных ферментов, изменения
каталитической активности которых при приме-
нении ФСА зафиксировано не было

Положительный эффект от примененияФСА
обнаружен только для гибридных структур, по-
лученных на основе n-Si независимо от вида
иммобилизованного фермента (HRP или GOx),
но для имеющих выраженный анионный ха-
рактер молекул GOx эффект фотостимуляции
достигает 200%, а для молекул HRP, прояв-
ляющих амфотерные свойства, не превышает
30%. Выводы подтверждаются данными АСМ
и СЗМК.

Эффект от применения ФСА объяснен пере-
зарядкой поверхностных электронных состояний
на границе Si/SiO2 при освещении, которая
различна для структур с разным типом проводи-
мости Si. Положительный эффект от применения
освещения во время адсорбции фермента сохра-
няется после выключения освещения за счет фор-
мирования наведенных диполей, объединяющих
заряд молекулы фермента и противоположный
заряд границы раздела Si/SiO2

Проведенные исследования могут быть при-
менены при разработке емкостного биосенсора,
работающего на полевом эффекте, поскольку
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учет изменения зарядового состояния иммоби-
лизуемого фермента и поверхности полупро-
водникового преобразователя сигнала позволяет
в ряде случаев существенно повысить чувстви-
тельность биосенсора.
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